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En el presente Trabajo de Fin de Máster, hemos estudiado los efectos electrofisiológicos de 
los compuestos PC332 y PC342 sobre canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3. Para ello hemos 
transfectado células CHO con el cDNA codificante de KV4.3 y KChIP3 y hemos registrado 
las corrientes generadas por dichos canales KV4.3 y Kv4.3+KChIP3 utilizando la 
configuración de célula entera de la técnica de patch-clamp. En este estudio hemos 
demostrado que: i) PC332 se une de forma selectiva a KChIP3, mientras que PC342 no 
presenta selectividad por esta subunidad reguladora, inhibiendo de forma similar los canales 
KV4.3 y KV4.3+KChIP3 y ii) los efectos de PC332 resultaron ser tiempo- y voltaje-
dependientes, de forma consistente con la unión del fármaco preferentemente a un estado 
cerrado-activo. 


































1.1. CANALES DE POTASIO KV4.3  
Los canales de potasio se encuentran distribuidos a lo largo de toda la escala filogenética y 
aunque presenten una elevada heterogeneidad estructural, mantienen las características 
funcionales más importantes en todos estos organismos (1). Todos ellos contienen una 
secuencia de aminoácidos altamente conservada, denominada “secuencia señal de potasio” 
[G(Y/F)GD] (2-4), que corresponde al filtro de selectividad localizado en el lazo-P del canal.  
Basándose en su estructura molecular, se han descrito doce subfamilias de canales KV (KV1-
12) (5); pero este Trabajo de Fin de Máster (TFM) se centrará en los canales KV4.3, 
pertenecientes a canales 6 STM/1 P, y dependientes de voltaje (KV). 
Los canales KV4.3 se clonaron por primera vez a partir de genotecas de cDNA de perro y 
rata (6;7). Unos años después se clonó el canal humano (8;9). Pertenece a la familia de 
canales de K
+
 shal y están codificados por el gen KCND3 localizado en el cromosoma 
1p13.2.  
1.1.1. ESTRUCTURA DE LOS CANALES KV 
La cristalización del canal KcsA, un canal de potasio no dependiente de voltaje presente en 
Streptomyces lividans, fue esencial para la compresión del mecanismo iónico de 
permeabilidad a través del canal (4). El canal funcional está formado por el ensamblaje de 
cuatro subunidades α que forman un poro central hidrofílico a través del cual se produce el 
paso de iones K+ (Figura 1A). Cada una de ellas, es una proteína integral de membrana 
constituida por seis segmentos transmembrana (STM), que atraviesan la membrana en forma 
de hélice-α. Los STM están conectados por secuencias hidrofílicas no conservadas y ambos 
extremos N- y C-terminal son intracelulares. Por un lado, los segmentos S1-S4 constituyen 
el sensor de voltaje del canal (10-12), cuyo principal componente es el S4 debido a que 
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presenta 5-7 residuos cargados positivamente. Y por otro lado, los segmentos S5 y S6, junto 
con la secuencia que los une, denominada lazo P, forman la cavidad central del poro. 
 
Figura 1. A: Estructura molecular de los canales KV (vista superior) (13). B: Estructura del 
complejo molecular KV4.3-KChIP1 (vista superior). Las subunidades α de KV4.3 (amarillo) unidas, a 
través de sus extremos N-terminales, a las subunidades moduladoras KChIP (azul) (14).  
Los canales KV pueden estar formados tanto por homo- como por heterotetrámeros. El 
ensamblaje de las distintas subunidades tiene lugar a través del dominio de tetramerización 
(T1) (15;16) localizado en el extremo N-terminal, que sirve también como sitio de unión 
para subunidades β auxiliares citoplasmáticas. Esta interacción tiene lugar durante la ruta 
biosintética, ensamblándose las subunidades α y β en el retículo endoplasmático (17;18). 
Los canales Kv se activan, inactivan y se recuperan en función del potencial de membrana de 
la célula. Tras la activación, aplicando un pulso despolarizante, los canales de KV4.3 se 
inactivan, pasando a un estado no conductor y refractario. Los canales KV4.3 se caracterizan 
por presentar una inactivación tipo-N o inactivación rápida, que se describe según el modelo 
de la “bola y la cadena” (19). En esta inactivación un segmento de unos 20 aminoácidos en 
el extremo N-terminal del canal (partícula inactivante) se une a la boca interna del poro (20-
24).  
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1.1.2. LOCALIZACIÓN Y FUNCIÓN DE LOS CANALES KV4.3 
Los canales KV4.3, que generan una corriente rápida y transitoria de salida de potasio, se 
ensamblan con distintas subunidades auxiliares dependiendo del tejido. Forman la corriente 
Ito1 en el corazón y la IA en neuronas (25;26).  
En el corazón humano, la corriente Ito1 está generada por canales KV4.3 ensamblados con 
KChIP2 (K
+ 
Channel Interaction Protein type 2), entre otras subunidades. Es responsable de 
la fase 1 del potencial de acción y controla la duración y la amplitud de la fase de meseta del 
potencial de acción (16), lo que determina el acoplamiento excitación-contracción y es 
crítico para la prevención de la fibrilación auricular (27;28). Recientemente, también se ha 
relacionado un aumento en la magnitud de esta corriente con el Síndrome de Brugada, una 
patología cardiaca hereditaria capaz de desencadenar muerte súbita en jóvenes con corazón 
estructuralmente normal (29;30). 
A nivel del sistema nervioso, la corriente IA se genera tras la activación de subunidades α de 
Kv1.3, Kv3.4 y Kv4 (7;31-34) regula la frecuencia de disparo neuronal, la iniciación y la 
morfología del potencial de acción nervioso, estando implicada en funciones especializadas 
como el aprendizaje, la memoria y el comportamiento (35;36).  
Así por ejemplo, la liberación de dopamina en el estriado está directamente relacionada con 
la actividad eléctrica de las neuronas dopaminérgicas de la Substancia Nigra. A su vez, esta 
actividad está regulada en estas neuronas por los canales KV4.3 ensamblados con KChIP3 
(K
+ 
Channel Interaction Protein type 3) (37). De manera que una disminución de esta 
actividad, produce una disminución de la liberación de dopamina (38) y podría inducir 
síntomas Parkinsonianos (39). Por otro lado, un aumento de esta actividad está relacionado 
con la aparición de brotes psicóticos en pacientes esquizofrénicos (40). Por tanto, 
KV4.3+KChIP3 representa una posible diana terapéutica para regular la actividad eléctrica de 
las neuronas en la que estos canales sean los principales artífices de la IA. 
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1.2. MODULACIÓN POR SUBUNIDADES AUXILIARES  
La expresión de las subunidades α de los canales KV4.3 es suficiente para la formación de 
canales de K
+
 funcionales.  
Como ya hemos mencionado, los canales KV4.3 son regulados por subunidades KChIP. 
Además son capaces de ensamblarse con subunidades auxiliares como; KVβx, KCNE, DPPx 
y KChAP (K
+
 Channel Associated Proteins) (41) (Figura 2). 
 
Figura 2. Ilustración esquemática de los canales KV4.3 ensamblados con distintas subunidades 
moduladoras accesorias. Modificado de (16). 
Todas estas subunidades reguladoras, al ensamblarse con KV4.3, modifican la corriente 
generada por este canal, alterando la dependencia de voltaje o la cinética y aumentando la 
amplitud de la corriente, probablemente al facilitar el tráfico de la subunidad α a la superficie 
celular. Sin embargo, a pesar de esta asociación en sistemas heterólogos, no existe ninguna 
evidencia experimental que demuestre que esta asociación se lleve a cabo en células 
humanas, a excepción del ensamblaje con la subunidad moduladora KChIP (41). Sin 
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embargo los canales KV4.3+KChIP2 no reproducen totalmente la corriente ItoI (26), lo que 
sugiere que esta subunidad no es la única responsable de la regulación funcional del canal. 
1.2.1. SUBUNIDAD MODULADORA KChIP3 
KChIP3 también se llama DREAM (nombre derivado de Downstream Regulatory Element 
Antagonist Modulator), o calsenilina (42;43). Es una proteína neuronal sensora de calcio 
(NCS) que desempeña un papel primordial en los procesos reguladores del Sistema Nervioso 
Central. Entre otras funciones, regula los niveles de Ca
2+
 intracelulares, la excitabilidad 
sináptica, la viabilidad neuronal y la transcripción de numerosos genes (44). En el núcleo, 
esta proteína se une a los sitios DRE del DNA, actuando como un factor de transcripción 
(44;45). Fuera del núcleo se une a un número creciente de proteínas que constituyen el 
interactoma DREAM. Como ya hemos dicho, constituye una proteína reguladora de los 
canales KV4. Esta unión se produce en el retículo endoplasmático y, tras ella, KChIP3 
facilita el tráfico intracelular y la expresión en membrana del canal. Además, KChIP3 
modifica el gating del canal, enlenteciendo su inactivación y acelerando la recuperación de 
la misma (16).  
La estructura cristalina del complejo formado por el extremo N-terminal de los canales 
KV4.3 humanos y la subunidad KChIP1 (otro miembro de la familia KChIP, que consta de 4) 
revela que se trata de un complejo formado por cuatro subunidades KV4.3 y cuatro KChIP1 
(14) (Figura 1B). El complejo tiene forma de cruz con las subunidades KV4.3 en el centro y 
las subunidades KChIP1 extendiéndose radialmente hacia el exterior. La interacción entre 
KChIP1 y KV4.3 se produce en 2 sitios distintos. El sitio 1 está formado por la hélice T1N 
del canal (extremo N-terminal) y un bolsillo hidrofóbico en la hélice H10 de KChIP1 (C-
terminal). El sitio 2 se compone de la hélice H2 de KChIP1 (N-terminal) y el dominio T1 de 
la subunidad KV4.3 adyacente. De esta manera, las subunidades KChIP literalmente sirven 
de “cepo” que fijan una subunidad KV4.3 a la adyacente (14). 
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1.3. PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DE LOS CANALES KV4.3  
La corriente generada por KV4.3 es inhibida por 4-aminopiridina (4-AP) (46), flecainida 
(47), quinidina (48), propafenona (47) e insensible a tetraetilamonio (TEA) en ausencia de 
subunidades moduladoras (49). Todos ellos bloquean el estado abierto del canal. La mayoría 
de los fármacos antiarrítimicos bloqueantes de la ItoI inhiben la corriente tanto más cuanto 
más despolarizado es el nivel de potencial de membrana. La mayoría de los fármacos 
antiarrítimicos que inhiben la ItoI también inhiben otras corrientes iónicas cardiacas, lo que 
complica aún más la predicción del efecto que estos fármacos producirían sobre la duración 
del potencial de acción. La ItoI es inhibida también por la forma racémica de la bupivacaína 
(50), y los canales KV4.3 son bloqueados de forma no esteroselectiva por los enantiómeros 
de la misma (51;52).  
1.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE LAS SUBUNIDADES 
MODULADORAS KChIP 
Hasta la fecha, sólo han sido descritos dos compuestos capaces de interaccionar con 
subunidades KChIP. Uno de ellos (CL-888) inhibe la corriente generada por los canales 
KV4.3+KChIP1 y KV4.3+KChIP2, pero no la generada a través de canales KV4.3 solos (53). 
El otro compuesto (NS5806) aumenta la corriente generada por los canales KV4.3+KChIP2, 
pero no así la de los canales KV4.3 solos (54).  
Por ahora no se ha descrito ningún compuesto capaz de interactuar con KChIP3. De manera 
que, basándose en la estructura del CL-888, el grupo dirigido por la Dra. Marta Gutiérrez 
Rodríguez en el Instituto de Química Médica (IQM) está sintetizando una serie de 
compuestos que presentan una buena interacción con KChIP3 (Nº de solicitud de Patente 
P201431898; CSIC, CIBERNED y UAM).  
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
En este TFM nos proponemos determinar si estos compuestos, en concreto el PC332 y 
PC342, que presentan una buena interacción con la subunidad KChIP3 aislada, tiene efectos 
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funcionales y selectivos sobre la corriente generada por los canales KV4.3 ensamblados o no 
con la subunidad KChIP3 en un sistema heterólogo.  
Esta hipótesis está avalada por resultados preliminares de nuestro laboratorio que indican 
que algunos de estos compuestos actúan de manera diferente sobre los canales KV4.3 según 
la subunidad KChIP que se coexprese. Así por ejemplo, hemos visto que CL-888 inhibe la 
corriente generada tanto por los canales KV4.3+KChIP3 como la generada por los canales 
KV4.3 en un grado similar (55).  
Uno de los grandes problemas con los que se encuentra la industria farmacéutica en la 
búsqueda de fármacos selectivos para canales iónicos dependientes de voltaje es que sus 
sitios de unión, que incluyen residuos en la hélice del poro y residuos en el segmento S6, se 
encuentran muy conservados. Esto explica la falta de especificidad de los bloqueantes de 
estos canales. De manera que, los compuestos estudiados en este TFM, al no actuar sobre 
estos sitios de unión si no sobre las es que sólo forman complejos con canales KV4, podrían 
abrir nuevas vías para la búsqueda de moduladores selectivos de los canales KV4.3.  
Por todo ello, el descubrimiento de compuestos que actúen selectivamente sobre KChIP3 
presenta una gran relevancia ya que sentaría las bases para el desarrollo de nuevos 
mecanismos de regulación selectiva, tanto a nivel neuronal como cardiaco. 
Por tanto el objetivo de este Trabajo de Fin de Máster es determinar si los compuestos 
PC332 y PC342 presentan propiedades selectivas frente a KChIP3. Para ello estudiaremos el 
efecto de estos compuestos sobre las características electrofisiológicas de los canales KV4.3 
funcionales ensamblados o no con la subunidad moduladora KChIP3, en un sistema de 
expresión heterólogo.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. LÍNEAS Y CULTIVOS CELULARES  
Los experimentos presentados en este TFM se realizaron utilizando células CHO 
transfectadas transitoriamente con el cDNA codificante para los canales de potasio KV4.3 
solos o con el cDNA de la subunidad moduladora KChIP3.  
3.1.1. CÉLULAS CHO 
La línea celular CHO proviene de ovario de hámster chino (Chinese hamster ovary). Por un 
lado, estas células presentan canales de Na
+
 endógenos (56), pero la amplitud de estas 
corrientes es muy pequeña para interferir en la corriente de potasio objeto de estudio del 
presente TFM. Esta línea celular representa un buen modelo para el estudio de canales KV, 
ya que no expresan ningún otro tipo de Kv como las células HEK293 (57).  
3.1.2.  CULTIVOS CELULARES  
Las células CHO se cultivaron en medio Iscove suplementado con un 10 % de suero fetal 
bovino, los antibióticos penicilina y estreptomicina al 1 % (Sigma-Aldrich) y L-glutamina al 
1 %. Las células crecieron en placas de 35 mm de diámetro mantenidas en un incubador a 
37º C bajo una atmósfera de CO2 al 5 %. Se levantaron cada semana empleando 0.5 ml de 
una solución con proteasas TrypLE
TM
 Express (Life Technologies). Pasado 1 min se añadió 
1 ml de medio. Las células se transfirieron a un tubo de 15 ml y se centrifugaron a 327 x g 
durante 5 min. Tras eliminar el sobrenadante, se homogeneizó el sedimento de células en 
medio y se sembraron volúmenes variables en placas de cultivo para su posterior 
transfección.  
3.1.3. TRANSFECCIÓN EN CÉLULAS CHO 
La transfección del cDNA se realizó utilizando Fugene-6 (Promega) de acuerdo con el 
protocolo estándar recomendado por el fabricante. Fugene-6 es una mezcla no liposómica 
diseñada para transfectar plásmidos de cDNA en una gran variedad de líneas celulares con 
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alta eficiencia y baja toxicidad. Se emplearon 7.5 µl de Fugene-6 (una relación 3:1, respecto 
a la cantidad total de cDNA en µg que deseamos transfectar), 0.5 µg del vector que contiene 
el cDNA de KV4.3 (clonado en el vector de expresión pEGFPn1, proporcionado por el Dr. 
D.J. Snyders de la Universidad de Amberes, Bélgica), 1.5 µg de  KChIP3 (clonado en el 
vector de expresión pcDNA3.1, proporcionado por el Dr. J.R. Naranjo del Centro Nacional 
de Biotecnología, CSIC, Madrid, España) y 0.5 µg del plásmido marcador EBO-pcDLeu2 
que codifica la expresión del antígeno de superficie CD8 y se utiliza como marcador de las 
células que se han transfetado. Las células que han incorporado este vector expresan la 
proteína CD8 en su membrana y, en su mayoría, serán las que a su vez expresen los canales 
transfetados.  
La mezcla de transfección se preparó en medio sin suero y sin antibióticos, y posteriormente 
se incubó durante 30-45 min. Tras este periodo, la mezcla de transfección se añadió al 
cultivo de células con un 60 % de confluencia. Al cabo de 48 h, las células se incubaron 
durante 5 min con microesferas de poliestireno que llevan unidas el anticuerpo anti-CD8 
(Dynabeads M-450, Dynal, Invitrogen Co.) para su posterior selección (58-61). Las células 
se levantaron, tras eliminar las Dynabeads no unidas a las células y se añadieron, 
posteriormente, 0.5 ml de una solución con proteasas TrypLE
TM
 Express (Life 
Technologies). Pasado 1 min se añadió 1 ml de medio. Las células se transfirieron a un tubo 
de 15 ml para su centrifugación a 327 x g durante 5 min. Tras eliminar el sobrenadante, se 
homogeneizó el sedimento de células con medio. Tras 30-60 min a temperatura ambiente 
(22-25º C), se iniciaron los experimentos de electrofisiología, que se realizaron durante las 
12 h posteriores.  
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3.2. ELECTROFISIOLOGÍA  
3.2.1. TÉCNICA DE FIJACIÓN DE VOLTAJE EN PARCHES DE MEMBRANA 
(PATCH-CLAMP) 
Los experimentos de electrofisiología presentados en el presente TFM fueron realizados 
utilizando la técnica de fijación de voltaje en parches de membrana (patch-clamp) (62). Esta 
técnica permite al mismo tiempo: a) fijar el potencial de membrana y b) registrar la corriente 
generada por el/los canales dependientes de voltaje o de ligando presente/s en la membrana 
tras aplicar un pulso de voltaje o añadir el ligando correspondiente. La técnica de fijación de 
voltaje en parches de membrana presenta cuatro configuraciones distintas (Figura 3): 
 Configuración de parche sobre célula entera (on-cell patch). 
 Configuración de célula entera (whole-cell patch). 
 Configuración de parche interior-fuera (inside-out patch). 
 Configuración de parche exterior-fuera (outside-out patch). 
 
Figura 3. Representación esquemática de las distintas configuraciones de la técnica de fijación de 
voltaje en parches de membrana (patch-clamp). 
Los experimentos que se muestran en este TFM fueron realizados utilizando la configuración 
de célula entera (whole-cell) de la técnica de patch-clamp.  
Esta técnica se basa en la formación de un sello de alta resistencia entre la luz de una 
micropipeta de vidrio que presenta un electrodo en su interior y la membrana de una célula 
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aislada. La micropipeta se llena con una “solución interna” cuya composición varía según la 
corriente a estudiar y contiene tanto, iones inorgánicos como mediadores celulares, tales 
como ATP o GTP. A través de esta micropipeta se hace fluir la corriente necesaria para fijar 
el potencial de membrana al valor deseado y, a la vez, se registran las corrientes iónicas 
generadas tras aplicar pulsos hiperpolarizantes o despolarizantes.  
Una vez se ha puesto en contacto la micropipeta con la superficie de la membrana y tras 
aplicar presión negativa mediante una ligera succión, la porción de la membrana incluida en 
la luz de la micropipeta se invagina, formándose un sello de alta resistencia (del orden de 
GΩ). Esta es la configuración de parche sobre célula entera (on-cell patch-clamp). A partir 
de esta configuración, aplicando una ligera succión adicional, se puede romper la porción de 
membrana invaginada en la luz de la micropipeta y conseguir la configuración de célula 
entera (whole-cell patch-clamp) utilizada en este TFM. Tras la rotura del parche de 
membrana, la solución interna de la micropipeta entra en contacto con el medio intracelular 
y al ser mucho mayor el volumen de la solución interna de la micropipeta que el volumen 
celular, se produce un recambio casi inmediato de la composición del mismo. En estas 
condiciones es posible fijar el potencial de membrana al valor deseado y, tras la aplicación 
de los protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente iónica resultante de la 
actividad de todos los canales presentes en la membrana celular o corriente macroscópica. 
Esta configuración permite controlar y modificar a voluntad el medio intracelular, pero 
también diluye los mediadores celulares responsables de la regulación de los canales iónicos. 
Para minimizar este problema, la solución interna de la micropipeta se complementa con 
ATP y otros mediadores que, en condiciones fisiológicas, mantienen la función de los 
canales iónicos.  
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3.2.2. SOLUCIONES Y COMPUESTOS EMPLEADOS  
En la Tabla 1 se muestran las composiciones de la solución externa con la que se 
perfundieron las células y la de la solución interna de llenado de la micropipeta.  
Tabla 1. Composición (mM) de las soluciones externa e interna utilizadas en los experimentos de 
electrofisiología.  
       Solución externa  Solución interna 
NaCl 145.0 Aspartato-K 80.0 
KCl 4.0 KCl 42.0 
CaCl2 1.8 Fosfocreatina 3.0 
MgCl2 1.0 KH2PO4 10.0 
HEPES-Na 10.0 ATP-Mg 3.0 
Glucosa 10.0 HEPES-K 5.0 
  EGTA-K 5.0 
pH=7.4 (ajustado con NaOH) pH=7.25 (ajustado con KOH) 
Los compuestos PC332 y PC342 (Figura 4) sintetizados en el IQM, fueron disueltos en 
DMSO (C2H6OS) para preparar una solución stock a una concentración de 5 mM, y 
disolverlos posteriormente en la solución externa a la concentración necesaria para la 
realización de los experimentos.  
 
Figura 4. Estructura molecular de los compuestos PC332 y PC342 sintetizados en el Instituto de 
Química Médica (CSIC). 
3.2.3. REGISTRO DE LAS CORRIENTES IÓNICAS 
Para el registro de las corrientes iónicas, las células se colocaron en una cámara de 0.5 ml 
montada sobre la platina de un microscopio invertido (Modelo Eclipse TS-2000, Nikon). 
Tras un periodo de 15 a 25 minutos, necesarios para que las células se asentaran en el fondo 
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de la cámara, las células se perfundieron con la solución externa a una velocidad de 1 
ml/min.  
Las corrientes se registraron a temperatura ambiente (22-25º C) utilizando la configuración 
de célula entera de la técnica de patch-clamp (62), a través de un amplificador de patch-
clamp Axopatch-200B conectado a un conversor analógico-digital (Digidata 1322A) de 16 
bits. La adquisición de los datos y la génesis de los protocolos experimentales se controlaron 
mediante la utilidad CLAMPEX del programa PCLAMP 9.0.1 (Molecular Devices). Las 
corrientes se filtraron a 1 kHz y se muestrearon a una frecuencia de 2 kHz (filtro Bessel de 4 
polos), y se almacenaron en el disco duro de un ordenador HP para su posterior análisis, que 
se realizó mediante la utilidad CLAMPFIT del programa PCLAMP 9.0.1 (Molecular Devices), 
Excel 2010 (Microsoft) y Origin 9 (OriginLab Co.).  
Las micropipetas se fabricaron a partir de capilares de borosilicato (modelo GD-1, 
Narishige) utilizando un estirador o puller horizontal programable (modelo P-87, Sutter 
Instrument Co.) y fueron posteriormente pulidas con una microforja MF-83 (Narishige). La 
resistencia de la punta de las mismas, rellenas con solución interna y en contacto con la 
solución externa, era de 2.5-5 MΩ. Las micropipetas rellenas de solución interna se 
acercaron a la membrana de las células utilizando un micromanipulador hidráulico MHW-3 
(Narishige), para obtener un sello de alta resistencia (2-5 GΩ; n = 20). Tras la formación del 
sello, las células se levantaron del fondo de la cámara y la porción de membrana (parche) 
incluida en el interior de la pipeta se rompió mediante una breve succión adicional para 
conseguir la configuración de célula entera (whole-cell patch-clamp) (58-61). La 
capacitancia fue ajustada y las resistencias en serie fueron compensadas aproximadamente 
un 80 %.  
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3.2.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES Y ANÁLISIS DE LOS DATOS 
La corriente generada por los canales KV4.3 ensamblados o no con la subunidad moduladora 
KChIP3 se registró en ausencia (situación control) y en presencia de los compuestos a 
analizar. El potencial de membrana (holding) se mantuvo a -80 mV y los diferentes 
protocolos experimentales se aplicaron cada 10 s (a una frecuencia de 0.01 Hz), de tal forma 
que nos asegurábamos una completa recuperación de la inactivación de la corriente, evitando 
así una acumulación de este proceso.  
El protocolo utilizado para obtener la relación corriente-voltaje (I-V), así como la curva de 
activación de la corriente, consistió en la aplicación de un protocolo de doble pulso, con un 
pulso inicial hiperpolarizante de 250 ms de duración a -100 mV, seguido de 15 pulsos de 250 
ms de duración, desde -80 hasta +60 mV, en incrementos de 10 mV, tal y como se ha 
descrito anteriormente y con el objetivo de evitar la caída temporal (run-down) de la 
corriente (63).  La relación I-V se obtuvo representando la amplitud de la corriente medida 
en el pico máximo de cada pulso despolarizante frente al potencial de membrana del pulso 
aplicado. 
Las curvas de activación se obtuvieron representando la conductancia de los canales KV4.3 
(GKv4.3) frente al potencial de membrana del pulso despolarizante, y se ajustaron a la 
ecuación de Boltzman (y = 1/(1+exp((E-Eh)/s)), donde E representa el potencial de 
membrana, Eh el voltaje al cual el 50 % de los canales están activados, y s la pendiente de la 
curva de activación. En este caso, la conductancia se calculó mediante la Ley de Ohm 
modificada para los canales iónicos (GKv4.3 = IKv4.3/(Em – Erev)), donde IKv4.3 representa la 
corriente máxima registrada, Em el potencial de membrana y Erev el potencial de reversión 
del potasio en estos canales. El valor de Erev utilizado fue -85 mV, valor calculado para estos 
mismos canales en condiciones experimentales similares (64). 
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La fracción de bloqueo se calculó comparando la amplitud máxima de la corriente en cada 
pulso despolarizante a +60 mV en situación control y en presencia del compuesto mediante 
la fórmula f = 1 – (IFármaco/ IControl). Así, la fracción de bloqueo obtenida para cada 
concentración de fármaco fue empleada para calcular el valor al cual el 50 % de los canales 
están bloqueados (CI50) y el coeficiente de Hill (nH), a partir del ajuste de estos valores a una 
ecuación de Hill (f = 1 / (1 + (CI50 / [F]
n
H)) donde f representa la fracción del bloqueo 
producido por el fármaco, [F] la concentración de fármaco utilizada y nH el coeficiente de 
Hill (60;65;66).  
El curso temporal de los procesos de activación e inactivación fue obtenido tras ajustar los 
trazos de corriente obtenidos tras la aplicación de los pulsos despolarizantes a +60 y 0 mV 
(65;67). La activación se ajustó a un proceso monoexponencial, mientras que el proceso de 









 + C), donde τ1 y τ2 son las constantes de tiempo de cada uno de los componentes, 
A1 y A2 son las amplitudes de cada componente de la exponencial y C es el valor basal (52).  
Para analizar la dependencia de voltaje de la inactivación de estos canales, se aplicaron 
pulsos despolarizantes desde un potencial de fijación de -80 mV hasta potenciales 
comprendidos entre -110 y +60 mV, en incrementos de 10 mV. Entre -55 y -15 mV, rango 
de potenciales que corresponde al de la inactivación de los canales, los pulsos fueron 
aplicados en incrementos de 5 mV. Posteriormente se aplicaba un segundo pulso a +50 mV, 
de este modo cuanto más positivo era el prepulso aplicado, mayor era el grado de 
inactivación y, por tanto, menor la amplitud de la corriente en el segundo pulso aplicado. La 
amplitud de la corriente generada por el segundo pulso a +50 mV, medida en el pico 
máximo, se representó frente al potencial de membrana del pulso inicial. Estos valores se 
ajustaron a una ecuación de Boltzmann, obteniendo así la curva de inactivación de la 
corriente. En este caso, Eh representa el punto medio de inactivación, es decir, el potencial en 
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el cual el 50 % de los canales están inactivados y s representa la pendiente de la curva de 
inactivación. 
El proceso de recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 ensamblados o no con 
KChIP3 se analizó aplicando un protocolo de doble pulso. En primer lugar se aplicaba un 
pulso desde un potencial de fijación de -80 a + 60 mV durante 1 segundo para inducir la 
inactivación de los canales y posteriormente se les dejaba recuperarse de la misma a -90 mV 
durante un tiempo variable. Tras ello, se aplicaba un segundo pulso a +60 mV para 
determinar el grado de recuperación. Posteriormente, se normalizó la amplitud máxima del 
segundo pulso a la amplitud máxima del primer pulso correspondiente. Los datos se 
representaron frente al tiempo de recuperación y se ajustó a una ecuación exponencial para 
conocer el curso temporal de recuperación de la inactivación de los canales.  
3.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
En cada serie de experimentos se calculó la media, la desviación estándar y el error estándar 
de la media (E.E.M). Los datos se expresaron como la media ± E.E.M para un determinado 
número (n) de experimentos. Las comparaciones entre los valores obtenidos en ausencia y en 
presencia de PC332 fueron realizadas utilizando un análisis t-Student’s pareado. Las 
comparaciones entre los valores obtenidos en los canales KV4.3 y en los canales 
KV4.3+KChIP3 fueron realizadas utilizando un análisis ANOVA. Se consideraron 
diferencias significativas entre los valores control y valores en presencia de fármaco cuando 
p < 0.05.  
4. RESULTADOS 
4.1. CARACTERÍSTICAS ELECTROFISIOLÓGICAS DE LOS CANALES 
KV4.3 Y CANALES KV4.3+KChIP3 
Las Figuras 5A y 5B muestran los registros y las relaciones I-V, respectivamente, de la 
corriente generada tras la activación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3. La aplicación 
de pulsos a potenciales positivos a -40 mV generan la activación de una corriente rápida y 
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transitoria de salida de K
+
, que, cuanto más positivo es el pulso despolarizante aplicado, 
mayor es la magnitud de la corriente activada.  
 
Figura 5. Características electrofisiológicas de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3. A. Registros de 
las corrientes generadas por los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 transfectados en células CHO tras 
aplicar pulsos despolarizantes desde -80 a +60 mV en incrementos de 10 mV. B. Relación I-V de los 
canales KV4.3 (○) y KV4.3+KChIP3 (●). C. Curvas de inactivación (○/●) y curvas de activación 
(□/■) de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3, respectivamente. D. Cinética de recuperación de la 
inactivación de los canales KV4.3 (○) y KV4.3+KChIP3 (●). Los datos representan la media ± E.E.M 
de 14-23 experimentos. 
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KChIP3 acelera la activación de la corriente a todos los potenciales de membrana, de forma 
que tanto el tiempo requerido para alcanzar el valor máximo de la corriente, como la τAct 
disminuyen en presencia de esta subunidad reguladora (Tabla 2).  
Tabla 2. Tiempo al pico (ms) y τAct (ms) de la corriente generada por los canales KV4.3 y 
KV4.3+KChIP3  tras aplicar pulsos despolarizantes a +60 y 0 mV.  
 +60 mV 0 mV 
 Kv4.3 Kv4.3 + KChIP3 Kv4.3 Kv4.3 + KChIP3 
Tiempo al pico 5.9 ± 0.4  4.5 ± 0.3** 15.6 ± 0.9  11.4 ± 0.7***  
τAct 0.90 ± 0.06 0.68 ± 0.05** 4.06 ± 0.27 2.77 ± 0.21*** 
Los datos se representan como la media ± E.E.M. **p<0.01, ***p<0.001 tras comparar los datos 
obtenidos en ausencia (n=16) y en presencia de KChIP3 (n=14). 
El proceso de inactivación de la corriente fue incompleto tras 250 ms de despolarización. El 
componente de la corriente que no inactiva contribuye en un 12.8 ± 0.8 % (n = 7) en canales 
KV4.3 y en un 8.9 ± 0.5 % (n =5) en canales KV4.3+KChIP3, respecto a la corriente total.  
La cinética de inactivación de la corriente generada, tanto por los canales KV4.3 como por 
los canales KV4.3+KChIP3, requiere un ajuste biexponencial para su correcta descripción 
(tras pulsos a +60 mV). La constante de tiempo de inactivación rápida (τf) de los canales 
KV4.3 y KV4.3+KChIP3, presentó valores de 22.9 ± 2.1 ms; (n = 20) y 20.5 ± 1.2 ms; (n = 
22, p>0.05), respectivamente. Los valores de la constante de tiempo de inactivación lenta (τs) 
de la corriente generada por los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 fueron de 78.2 ± 6.5 ms (n 
= 20) y 73.2 ± 3.1 ms (n = 22, p>0.05), respectivamente. El componente lento de la 
inactivación contribuyó en un 36.5 ± 2.9 % (n = 20) (relación As/(As + Af)) y en un 48.8 ± 
4.3 %; (n = 22, p<0.05) al proceso total de inactivación de los canales KV4.3 y 
KV4.3+KChIP3, respectivamente. Por tanto, KChIP3 enlentece la cinética de inactivación 
característica de los canales KV4.3. 
La dependencia de voltaje de inactivación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 se 
determinó aplicando un protocolo de doble pulso y se ajustó a una ecuación de Boltzmann 
(Figura 5C). A partir de este ajuste, obtuvimos los valores de Eh de los canales KV4.3 y 
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KV4.3+KChIP3 que presentaron valores de -31.2 ± 1.0 mV; (n = 16), -34.6 ± 1.5 mV; (n = 
13, p>0.05), respectivamente. La pendiente de cada una de las curvas de inactivación es 
distinta y presentó valores de 5.5 ± 0.2 mV (n = 16) y 4.5 ± 0.1 mV (n = 13, p<0.001) para 
canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3, respectivamente. 
La Figura 5C muestra también la curva de activación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3. 
KChIP3 desplazó la curva de activación hacia potenciales más electronegativos. Los valores 
de Eh presentaron diferencias significativas, 9.2 ± 1.4 mV (n = 16) vs. -0.9 ± 2.3 mV (n = 13, 
p<0.001) en canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3, respectivamente. Por el contrario, los valores 
de la pendiente de la curva de activación fueron similares en ambas situaciones 
experimentales 19.4 ± 0.8 mV (n = 16) vs. 18.9 ± 0.5 mV (n = 13, p>0.05), en canales KV4.3 
y KV4.3+KChIP3, respectivamente. 
La recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 y de los canales KV4.3+KChIP3 fue 
analizada mediante la aplicación de un protocolo de doble pulso. Los datos obtenidos se 
ajustaron a una ecuación monoexponencial. La constante de tiempo de recuperación de la 
inactivación (τrec) de los canales KV4.3 presentó un valor de 92.7 ± 10.7 ms (n = 7). Los 
canales KV4.3+KChIP3 presentaron una τrec más rápida (35.5 ± 5.1 ms, n = 5, p<0.001), de 
acuerdo con los datos descritos en la literatura.  
4.2. SELECTIVIDAD DE PC332 Y PC342 POR KChIP3 FRENTE A Kv4.3 
Lo primero que quisimos analizar en el presente Trabajo de Fin de Máster fue si PC332 y 
PC342 presentaban o no selectividad para unirse a KChIP3. Para ello comparamos el efecto 
inhibidor de ambos compuestos sobre canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3.  
Como se observa en la Figura 6, mientras que PC342 produce una inhibición de la corriente  
KV4.3 similar a la observada en canales KV4.3+KChIP3 (14.6 ± 1.9 vs. 12.6 ± 4.7 %, 
respectivamente, n=14, p>0.05), PC332 produce una mayor inhibición cuando KChIP3 está 
presente (4.6 ± 0.9 vs. 11.8 ± 1.6 % en KV4.3 y KV4.3+KChIP3, respectivamente, n=11, 
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p<0.01). Estos resultados indican que PC342 carece de selectividad por KChIP3, mientras 
que PC332 presenta una gran selectividad por esta subunidad reguladora. Por este motivo, en 
el presente Trabajo de Fin de Máster nos hemos centrado en el estudio electrofisiológico de 
los efectos de PC332. 
 
Figura 6. Figura comparativa de los efectos de PC332 (100 nM) (n = 11) y PC342 (100 nM) (n = 
14) sobre canales Kv4.3 y Kv4.3+KChIP3. 
La Figura 7 representa el porcentaje de inhibición de la corriente generada por los canales 
KV4.3 y KV4.3+KChIP3 por el compuesto PC332. La diferencia entre la amplitud máxima 
de la corriente de los pulsos a +60 mV de 250 ms de duración en situación control y en 
presencia del compuesto, se consideró un índice de la fracción de bloqueo a cada una de las 
concentraciones estudiadas.  
Para determinar la dependencia de concentración del efecto bloqueante de PC332 (Figura 
7A), se ajustaron los resultados obtenidos con concentraciones entre 0.01 y 10 µM a la 
ecuación de Hill = 1 / [1 + (CI50 / [F]
nH
] a partir de la cual obtuvimos los valores de la 
concentración de compuesto capaz de producir el 50 % del bloqueo (CI50) y el coeficiente de 
Hill (nH) (Figura 7B). Los valores de CI50 y nH fueron de 9.7 µM y de 0.73 (n = 45), 
respectivamente. Debido a que el fármaco precipita a concentraciones superiores a 10 µM no 
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fue posible aumentar el rango de las mismas. La similitud entre los valores de CI50 obtenidos, 
tras fijar o no el nH a la unidad, sugieren que la unión de PC332 no presenta cooperatividad.  
 
Figura 7. A: Dependencia de concentración del bloqueo producido porPC332 en los canales KV4.3 y 
KV4.3+KChIP3 medido en la amplitud máxima de la corriente. B: Curva dosis respuesta del 
compuesto PC332 (línea continua). La línea discontinua corresponde a un ajuste con un nH fijado a 
1. Los datos representan la media ± E.E.M de los experimentos a cada concentración (n = 45). 
4.3. EFECTOS DE PC332 SOBRE LOS CANALES KV4.3 Y KV4.3+KChIP3 
La Figura 8A muestra los registros de la corriente generada tras la activación de los canales 
KV4.3 y KV4.3+KChIP3, durante la aplicación del protocolo de pulsos mostrado en la parte 
superior de la figura. Los paneles inferiores, la Figura 8B, muestran la relación I-V para cada 
situación experimental, tanto en ausencia como en presencia de PC332 (3 μM). PC332 
resultó ser más potente en la inhibición de Kv4.3+KChIP3 que de Kv4.3. Con el objeto de 
analizar la posible dependencia de voltaje del bloqueo inducido por este compuesto, 
representamos la relación IPC332/IControl frente al potencial de membrana al que se registró la 
corriente (Figura 8B). PC332 produjo un bloqueo de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 que 
aumentó en el rango de voltaje de activación del canal. A potenciales positivos a 0 mV, el 
bloqueo se mantuvo constante en los canales KV4.3 (29.0 ± 6.6 % vs. 30.9 ± 4.3 %, n=7, 
p>0.05) y disminuyó significativamente en los canales KV4.3+KChIP3 (68.4 ± 6.2 % vs. 
56.7 ± 7.6 %, n=5, p<0.05). 
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Figura 8. Dependencia de voltaje del bloqueo inducido por PC332 (3 µM) en canales Kv4.3 y 
Kv4.3+KChIP3. A: Trazos originales generados por Kv4.3 y Kv4.3+KChIP3 en presencia y en 
ausencia de PC332. En la parte superior se muestra el protocolo de pulsos aplicado. B: Relación I-V 
de la corriente Kv4.3 y Kv4.3+KChIP3 en ausencia y en presencia de PC332. Se muestra, además, 
la corriente relativa, expresada como IPC332/IControl, frente al potencial de membrana, en presencia de 
PC332. La línea punteada representa la curva de activación en situación control. Los datos se 
representan como la media ± E.E.M de 5-7 experimentos. 
4.4. EFECTOS DE PC332 SOBRE LA DEPENDENCIA DE VOLTAJE DE 
INACTIVACIÓN DE Kv4.3 Y Kv4.3+KChIP3  
La figura 9A muestra registros de la corriente generada por los canales KV4.3 y los canales 
KV4.3+KChIP3 en usencia y en presencia de PC332 (3 µM), tras la aplicación del protocolo 
de pulsos mostrado en la parte superior de la figura. 
Tras analizar la corriente obtenida en el segundo pulso del protocolo, siguiendo la 
metodología descrita en la sección de Materiales y Métodos, obtuvimos la curva de 
inactivación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 (Figura 9B). El valor de Eh de los 
canales KV4.3 en presencia de PC332 se desplazó hacia potenciales más electronegativos, 
desde -29.7 ± 1.6 mV a -38.9 ± 4.3 mV, (n = 7, p<0.05). Lo mismo ocurrió con el valor de 
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Eh de los canales KV4.3+KChIP3 en presencia de PC332. Los valores de Eh en ausencia y en 
presencia de PC332 fueron -31.1 ± 3.5 mV y -40.4 ± 3.5 mV, (n = 5, p<0.01).  
La pendiente de la curva de inactivación (s) de KV4.3 se modificó en presencia de PC332. 
Los valores de s en ausencia y en presencia de PC332 fueron 5.3 ± 0.1 mV y 6.4 ± 1.2 mV, 
(n = 7, p<0.05). Lo mismo ocurrió con el valor de s de los canales KV4.3+KChIP3 en 
ausencia y en presencia de PC332, 4.1 ± 0.2 mV y 5.9 ± 0.3 mV, (n = 5, p<0.01), 
respectivamente.  
 
Figura 9. A. Registro de la corriente generada por los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 tanto en 
ausencia como en presencia de PC332 (3 µM), tras aplicar el protocolo de pulsos mostrado en la 
parte superior de la figura. B. Curvas de inactivación de los canales KV4.3 y los KV4.3+KChIP3 en 
ausencia y en presencia de PC332 (3 µM). Los datos se representan como la media ± E.E.M de 5-7 
experimentos. 
4.5. EFECTOS DE PC332 SOBRE LA CINÉTICA DE ACTIVACIÓN DE LOS 
CANALES KV4.3 Y KV4.3+KChIP3 
El efecto más prominente de PC332 (3 µM) tiene lugar sobre la cinética de activación (τAct) 
de los canales (Figuras 10 y Tabla 3). Los valores de la τAct de los canales KV4.3, tras aplicar 
pulsos despolarizantes a + 60 mV, en ausencia y en presencia de PC332 fueron 1.0 ± 0.07 
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ms y 1.3 ± 0.1 ms (n = 7, p<0.05), respectivamente. La τAct se enlenteció 1.2 veces en 
presencia de PC332. En cambio, los valores de la cinética de activación de los canales 
KV4.3+KChIP3 en ausencia y en presencia de PC332 fueron 0.7 ± 0.03 ms y 1.7 ± 0.3 ms (n 
=5, p<0.05), respectivamente. De manera que, la cinética de activación se enlenteció 2.6 
veces en presencia de PC332. Lo mismo ocurrió tras aplicar pulsos despolarizantes a 0 mV 
(Tabla 3).  
 
Figura 10. Registro de la activación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 tras aplicar el protocolo 
mostrado en la parte superior de la figura. Los trazos de corriente se normalizaron con el objetivo 
de mostrar las diferencias en la cinética de activación, así como el retraso en alcanzar la amplitud 
máxima. 
Tabla 3. Cinética de activación (ms) de los canales KV4.3 (n = 7) y KV4.3+KChIP3 (n = 5) tras 
aplicar pulsos despolarizantes a +60 y 0 mV, en ausencia o en presencia de PC332 (3 µM).  
 +60 mV 0 mV 
 Kv4.3 Kv4.3 + KChIP3 Kv4.3 Kv4.3 + KChIP3 
Control 1.0 ± 0.07  0.7 ± 0.03  3.6 ± 0.3  2.9 ± 0.2 
PC332 (3 µM) 1.3 ± 0.1*  1.7 ± 0.3*    5.1 ± 0.8*    7.6 ± 1.9*   
Los datos se representan como la media ± E.E.M. *p<0.05, diferencias significativas en ausencia y 
en presencia de PC332 (3 µM). 
4.6. EFECTOS DE PC332 SOBRE LA CINÉTICA DE INACTIVACIÓN DE 
LOS CANALES Kv4.3 Y Kv4.3+KChIP3 
PC332 (3 µM) no ejerce efecto sobre la cinética de inactivación de los canales KV4.3 pero 
enlentece de manera significativa tanto la cinética de inactivación rápida como la lenta de los 
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canales KV4.3+KChIP3. La figura 11 muestra el registro de la inactivación de los canales 
KV4.3 y KV4.3+KChIP3 tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior de la figura. 
Los valores de las cinéticas de inactivación rápida y lenta en cada situación se reflejan en la 
Tabla 4.  
 
Figura 11. Registro de corriente obtenido tras la activación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 
tras aplicar el protocolo mostrado en la parte superior de la figura. Los trazos de corriente se 
normalizaron con el objetivo de mostrar las diferencias en la cinética de inactivación.  
Tabla 4. Cinética de inactivación de los canales KV4.3 y KV4.3 + KChIP3 en ausencia o en presencia 
de PC332 (3 µM). Los trazos de corriente se ajustaron a una ecuación biexponencial, obteniéndose 
la constante de tiempo rápida (τf), y la constante de tiempo lenta (τs) de inactivación. 
 Kv4.3  Kv4.3+KChIP3 
 τf τs τf τs 
Control 22.6 ± 2.8 104.2 ± 20.4 17.6 ± 2.0 66.9 ± 5.8  
PC332 (3 µM) 24.4 ± 1.9  134.5 ± 40.0   35.3 ± 4.1*     241.1 ± 77.9** 
Los datos se representan como la media ± E.E.M. de n=5-7 experimentos. *p<0.05, **p<0.01; 
diferencias significativas en ausencia y en presencia de PC332 (3 µM). 
4.7.EFECTOS DE PC332 SOBRE LA CINÉTICA DE RECUPERACIÓN DE 
LA INACTIVACIÓN DE LOS CANALES Kv4.3 Y Kv4.3+KChIP3 
La cinética de recuperación de la inactivación (τrec) de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 
fue definida tras ajustar los datos a una ecuación monoexponencial. La τrec de los canales 
KV4.3 es dependiente de voltaje, siendo más rápida cuanto más electronegativo sea el 
potencial de membrana. La figura 12A, muestra los registros de la corriente generada por los 
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canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 en ausencia y en presencia de PC332 (3 µM) tras aplicar el 
protocolo de pulsos mostrado en la parte superior de la figura.  
 
Figura 12. Cinética de recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3. A. 
Registros de la recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 y KV4.3+KChIP3 en ausencia y 
en presencia de PC332 (3 µM), tras aplicar el protocolo de pulsos mostrado en la parte superior de 
la figura. B. Curvas de recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 y los KV4.3+KChIP3 en 
ausencia y en presencia de PC332 (3 µM). Los datos se representan como la media ± E.E.M. 
La Figura 12B muestra las curvas de recuperación de la inactivación de los canales KV4.3 y 
KV4.3+KChIP3 tanto en ausencia como en presencia de PC332 (3 µM). PC332 enlentece la 
τrec de los canales KV4.3. El valor de τrec en presencia de PC332 (3 µM) fue 166.9 ± 43.4 ms, 
respecto a 92.7 ± 10.7 ms (n = 7, p<0.05) en ausencia del compuesto.  
KChIP3 acelera la τrec de los canales KV4.3 (n = 12, p<0.001). La τrec de los canales 
KV4.3+KChIP3 presenta un valor de 35.5 ± 5.1 ms y en presencia de PC332, adquiere un 
valor de 107.9 ± 10.3 ms (n = 5, p<0.001). De manera que PC332 impide que KChIP3 ejerza 
su efecto acelerador sobre la τrec de los canales KV4.3. Este efecto corrobora nuestro 
objetivo, determinar si PC332 es selectivo de KChIP3. 
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5. DISCUSIÓN 
En el presente Trabajo de Fin de Máster, hemos estudiado los efectos electrofisiológicos de 
dos compuestos sintetizados en el Instituto de Química Médica (CSIC) sobre canales KV4.3 
y KV4.3+KChIP3. En este estudio hemos demostrado que: i) PC332 se une con mayor 
afinidad a Kv4.3+KChIP3 que a Kv4.3, mientras que PC342 no presenta selectividad por 
esta subunidad reguladora, inhibiendo de forma similar los canales Kv4.3 y Kv4.3+KChIP3 
y ii) el bloqueo de los canales Kv4.3+KChIP3 producido por el PC332 resultó ser tiempo- y 
voltaje-dependiente, consistente con la unión del fármaco preferentemente a un estado 
cerrado-activo del canal. 
El bloqueo de los canales Kv4.3+KChIP3 producido por PC332 aumentó de forma drástica 
en el rango de potenciales de membrana que se corresponden con el rango de activación del 
canal. Esto sugiere que este compuesto requiere la activación del canal para poder unirse al 
receptor y bloquear el flujo de K
+
 a su través. Sin embargo, a potenciales positivos a 0 mV, 
a los que la curva de activación ha alcanzado saturación, el bloqueo de los canales 
Kv4.3+KChIP3 disminuyó, resultando ser menor a +60 que a 0 mV. Además, el PC332 
produjo un retraso en la cinética de activación, de inactivación y de recuperación de la 
inactivación de los canales Kv4.3+KChIP3 de manera que estos procesos se asemejaban a 
los observados en canales Kv4.3. Todos estos resultados se podrían explicar de forma 
estructural asumiendo que el compuesto se une preferentemente a la subunidad KChIP3, de 
tal modo que impide que ésta ejerza sus efectos sobre los canales Kv4.3.  
Pero además de los efectos producidos sobre los canales Kv4.3+KChIP3, el compuesto 
PC332 también produjo un efecto inhibitorio sobre la corriente generada por los canales 
Kv4.3. De forma similar a lo observado en la corriente generada tras la activación de los 
canales Kv4.3+KChIP3, PC332 también retrasó la cinética de activación, de inactivación y 
de recuperación de la inactivación de los canales KV4.3, aunque en menor medida que 
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sobre la corriente Kv4.3+KChIP3. Sin embargo, el efecto dependiente de voltaje observado 
en canales Kv4.3+KChIP3, resultó ser diferente en canales Kv4.3, de tal manera que el 
bloqueo aumentó drásticamente en el rango de voltaje de activación del canal, pero a 
potenciales positivos a 0 mV no disminuyó, como ocurría en el caso de los canales 
Kv4.3+KChIP3. Teniendo en cuenta todos estos resultados, podemos concluir que PC332 se 
une de forma preferente a la subunidad reguladora KChIP3 aunque también se une, en 
menor medida, al canal Kv4.3. La dependencia de voltaje observada en ambos tipos de 
experimentos sugiere que la presencia de KChIP3 tiende a disminuir la unión de PC332 al 
estado abierto del canal, de modo que el compuesto se une preferentemente a un estado del 
canal cerrado-activo. Sin embargo, en ausencia de KChIP3, el PC332  bloquea de forma 
preferente al estado abierto de los canales Kv4.3. 
A diferencia del PC332, el PC342 inhibe de forma similar los canales Kv4.3 que los 
Kv4.3+KChIP3. Esta diferencia en selectividad parece deberse a la presencia del resto n-
butilo en la molécula de PC332 y que está ausente en el compuesto PC342, lo que podría 
indicar que este residuo dificulta la unión del compuesto a los canales Kv4.3. Este grupo es 
muy voluminoso y probablemente presente algún tipo de impedimento estérico con los 
residuos del poro del canal. Sin embargo KChIP3 presenta un bolsillo hidrofóbico en el sitio 
1 de unión al canal KV4.3 que puede albergar una molécula de este tamaño (14;68). 
De entre estos nuevos compuestos sintetizados, PC332 podría servir como punto de partida, 
para la búsqueda de nuevos compuestos eficaces en el tratamiento de patologías del sistema 
nervioso central, en las que los canales Kv4.3+KChIP3 estén involucrados (enfermedad de 
Parkinson y esquizofrenia, entre otras). Otros compuestos de esta serie, tales como el PC342, 
no ejercerán efectos selectivos sobre Kv4.3+KChIP3, si no que tendrán efectos directos 
sobre los canales Kv4.3. Por último, otros compuestos de la serie podrían tener efectos 
selectivos sobre otras subunidades KChIP, como KChIP2, en cuyo caso podrían ser útiles o 
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abrir una nueva vía para el desarrollo de nuevos fármacos para el tratamiento de arritmias 
cardiacas como la fibrilación auricular y/o Síndrome de Brugada. De hecho, otro compuesto 
perteneciente a este grupo químico ha demostrado presentar efectos agonistas de la corriente 
Kv4.3 dependientes de la subunidad accesoria KChIP2 (54).  
6. CONCLUSIONES  
En este estudio hemos demostrado que: i) PC332 se une con mayor afinidad a KChIP3 que a 
Kv4.3, mientras que PC342 no presenta selectividad por esta subunidad reguladora, 
inhibiendo de forma similar los canales Kv4.3 y Kv4.3+KChIP3 y ii) los efectos de PC332 
resultaron ser tiempo- y voltaje-dependientes, de forma consistente con la unión del fármaco 
preferentemente a un estado cerrado-activo. 
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